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RESUMO 
 
O íon nitrito é um produto da oxidação do óxido nítrico (NO), o qual  é 
oxidado a nitrato. Além disso, nitrito e nitrato podem ser provenientes de fontes 
exógenas da dieta. Estes íons são fisiologicamente reciclados no sangue e tecidos 
para retornar a NO e outros óxidos de nitrogênio bioativo. A ingestão de nitrato 
exerce efeito anti-hipertensivo, porém de maneira dependente de sua conversão a 
nitrito por bactérias orais. Nitrito por sua vez possui efeito vasorelaxante, atenua a 
contração vascular por agente contrátil e exerce efeito anti-hipertensivo. O 
mecanismo proposto é que a dieta de nitrato restaura os níveis de óxidos de 
nitrogênio teciduais e reduz os níveis de marcadores de estresse oxidativo, sendo 
reduzido a NO, como um exemplo pela enzima xantina oxidoredutase (XOR) e 
regulando negativamente a NADPH oxidase vascular. Apesar dos efeitos 
farmacológicos serem atribuídos ao nitrito, estes íons estão juntamente presentes 
nos tecidos. Até este trabalho não fora mostrado se a presença de nitrato 
influenciaria os efeitos vasculares e anti-hipertensivos exercidos pelo nitrito. 
Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do nitrato de sódio na 
queda da pressão arterial e efeito vasorelaxante exercidos pelo nitrito de sódio, bem 
como avaliar possíveis mecanismos de interação.  
Os resultados encontrados mostram que a presença de nitrato atenua os 
efeitos cardiovasculares exercidos pelo nitrito. A infusão endovenosa de nitrato de 
sódio 40 µmol/Kg atenuou a queda de pressão arterial exercida por doses 
crescentes de nitrito de sódio no modelo agudo de hipertensão pelo análogo da L-
arginina, L-NAME. Paralelamente, verificamos em artéria aorta e em leito 
mesentérico, que a pré-incubação com nitrato de sódio 300 µM reduziu o 
relaxamento exercido por doses cumulativas de nitrito. Em ensaios in vitro com 
enzima isolada, o nitrato de sódio reduziu a taxa de formação de NO a partir de 
nitrito pela da enzima xantina oxidoredutase (XOR), evidenciando que o nitrato 
poderia atenuar os efeitos cardiovasculares do nitrito por inibir sua reação a NO 
através da XOR. O efeito do nitrato sobre a ação cardiovascular do nitrito foi 
avaliado no modelo de hipertensão prolongada que aumenta a atividade da XOR, 2 
rins - 1 clip (2R1C). Novamente nitrato atenuou o relaxamento vascular e a queda de 
pressão arterial exercida pelo nitrito. Contudo, diferentemente do inibidor específico 
da XOR, nitrato também atenuou a resposta vascular ao nitrito em aorta de ratos 
normotensos, sugerindo que nitrato pode atuar por mecanismos adicionais à inibição 
da XOR.  
Portanto, este trabalho mostra pela primeira vez que nitrato atenua o 
relaxamento vascular e a queda na pressão arterial exercidos pelo nitrito. O 
mecanismo proposto é que seja devido, pelo menos em parte, à inibição da 
atividade nitrito redutase da XOR pelo nitrato, como mostramos novamente pela 
primeira vez. Contudo os resultados apontam para existência de outros mecanismos 
adicionais a inibição da XOR, pelos quais nitrato atenua os efeitos cardiovasculares 
exercidos pelo nitrito. 
ABSTRACT 
 
The nitrite ion is a product of oxidation of nitric oxide (NO), which in turn,  
is oxided to nitrate. Moreover, nitrate and nitrite can come from dietary sources. 
These ions are recycled physiologically in blood and tissue to return to NO and other 
bioactive oxides of nitrogen.  The nitrate intake exerts antihypertensive effect, 
however this is dependent on conversion of nitrate to nitrite by oral bacteria. Nitrite, in 
turn, has vasorelaxant effect, attenuates the vascular contraction by contractile 
agents and exert anti-hypertensive effect. The mechanism proposed is that the 
nitrate intake restores the levels of tissue nitrogen oxides and reduces the levels of 
oxidative stress markers. Nitrite is reduced to NO, as an example by enzyme 
xanthine oxidoreductase, and it downregulates the vascular NADPH oxidase. 
Although the pharmacological effects are attributed to nitrite, these two ions are 
together in the tissue. Until this work, it had not been shown if the presence of nitrate 
would influence the vascular and antihypertensive effects exerted by nitrite. However, 
the purpose of this work was to evaluate the sodium nitrate effect in the fall in arterial 
pressure and in the vasorelaxant effect exerted by sodium nitrite, and to evaluate 
possible mechanism of interaction 
 The results found show that the presence of nitrate attenuates the 
cardiovascular effects exerted by nitrite. The endovenous infusion of sodium nitrate 
40 µmol/Kg attenuated the fall in the arterial pressure exerted by increased doses of 
sodium nitrite in acute model of hypertension by analogue of L-arginine, L-NAME. At 
the same time, we saw in aortic artery and in the mesenteric bed, that the previous 
incubation with sodium nitrate 300 µM decreased the relaxation exerted by 
cumulative concentrations of sodium nitrite. In vitro assay using isolated enzyme 
showed that sodium nitrate decreased the rate of NO formation from nitrite by 
enzyme xanthine oxidoreductase (XOR), providing evidence that nitrate could 
attenuate the cardiovascular effects of nitrite by inhibition of the reaction to NO 
performed by XOR. The nitrate effect on the cardiovascular action of nitrite was 
evaluated in prolonged hypertension model that shows increased XOR activity, the 2 
kidney - 1 clip (2K1C) model. Again, nitrate attenuated the vascular relaxant effect 
and the fall in the arterial pressure exerted by nitrite. However, differently from  the 
specific inhibitor of the XOR, nitrate also attenuated the vascular response to nitrite in 
the aorta from normotensive rats. This suggests that nitrate can act by additional 
mechanism to XOR inhibition. 
 Therefore, this work shows for the first time that nitrate attenuates the 
vascular relaxation and the fall in the arterial pressure exerted by nitrite. The 
proposed mechanism is that , at least in part, the inhibition of nitrite reductase activity 
of the XOR by nitrate, as we showed, for the first time again. However, the results 
point to the existence of additional mechanism combined with XOR inhibition, by 
which nitrate attenuates the cardiovascular effects exerted by nitrite. 
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INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
 
O óxido nítrico (NO) desempenha papel fundamental no controle da 
função vascular e da pressão sanguínea(1). Atua sobre fatores importantes na 
homeostase cardiovascular regulando a circulação sanguínea e a atividade de 
plaquetas e leucócitos ao interferir no controle de eventos celulares diversos 
incluindo-se  função mitocondrial, transporte iônico, angiogênese e proliferação 
celular(1). A reduzida sinalização de NO está associada com diversos fatores de 
risco para as mais comuns doenças cardiovasculares. Fatores como hipertensão, 
sedentarismo, tabagismo, dieta entre outros, promovem processos bioquímicos que 
ao final, levam a reduzida biodisponibilidade de NO(1). Por outro lado, estilos de vida 
que conhecidamente previnem doenças cardiovasculares e diversas terapias 
utilizadas estão associadas com o aumento da biodisponibilidade e sinalização de 
NO(1). 
Óxido Nítrico é sintetizado por enzimas da família óxido nítrico sintase 
(NOS) pela via chamada L-arginina-óxido nítrico(2). Nos mamíferos, NO pode ser 
gerado por três diferentes isoformas da NOS, referenciadas como neuronal (nNOS 
ou NOS I), induzível (iNOS ou NOS II) e endotelial (eNOS ou NOS III). Todas 
isoformas utilizam o aminoácido L-arginina como substrato e oxigênio molecular e 
NADPH como co-substrato, oxidando L-arginina a L-citrulina e NO(3).  eNOS é 
principalmente expressa em células endoteliais, porém também é detectada em 
miócitos cardíacos, plaquetas entre outros tecidos(3). Esta isoenzima parece ser um 
regulador homeostático de numerosas funções cardiovasculares essenciais(3), 
sendo a síntese de NO pelo endotélio vascular responsável, pelo tônus 
vasodilatador, essencial para o controle da pressão arterial(2). 
O tempo de vida e de difusão do NO é limitado por reações 
sequestradoras envolvendo hemoglobina, mioglobina e outros radicais e o 
metabolismo de NO leva ao aumento de nitrito e nitrato plasmático e urinário(2). 
Nitrito é o produto da oxidação primária do óxido nítrico derivado da conversão de L-
arginina a NO e de acordo com as condições oxidativas microambientais, nitrito 
pode ser oxidado a nitrato(4). Através da auto-oxidação na presença de oxigênio e 
ações de ceruloplasmina, NO é convertido a nitrito(5), e este por sua vez é oxidado 
a nitrato por ação da hemoglobina(5). 
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Nitrito e nitrato são conhecidos predominantemente como resíduos 
indesejáveis na cadeia alimentar ou como produtos inertes do metabolismo do NO. 
No entanto, já se sabe que estes íons são fisiologicamente reciclados no sangue e 
tecidos para retornar a NO e outros óxidos de nitrogênio bioativo(5). Originam-se 
principalmente de duas fontes: além de ser formado endogenamente como produto 
da oxidação do óxido nítrico (NO) gerado pela enzima NO sintase (NOS) (5), podem 
ser provenientes de fontes exógenas da dieta (6). Nos alimentos as maiores 
concentrações de nitrato e nitrito são encontradas em vegetais e em carnes 
processadas, respectivamente.(7, 8) 
Adicionalmente à via L-arginina-NOS, NO pode ser formado a partir de 
nitrito por enzimas e pela via não enzimática Nitrato-nitrito-NO. Resumidamente, 
nitrato ingerido na dieta é rapidamente absorvido no trato gastrointestinal superior e 
na circulação, soma-se ao nitrato produto da degradação do NO endógeno. Destes, 
25 % são ativamente transportados para as glândulas salivares, proporcionando 
uma saliva 20 vezes mais concentrada em nitrato. Uma vez na cavidade oral, 
bactérias comensais com atividade nitrato redutase reduzem o nitrato salivar a 
nitrito. Uma vez que a saliva é conduzida ao estômago, o nitrito presente é 
protonado a ácido nitroso, que é decomposto posteriormente para formar NO e 
outros óxidos de nitrogênio(5).  
O reconhecimento do ciclo do nitrogênio tem levado ao estudo da 
participação de nitrato e nitrito em processos fisiológicos(5). A literatura científica 
mostra desde 1880 publicações de efeitos biológicos de nitrito inorgânico em 
humanos e em animais, com efeitos sobre sistema nervoso, pressão arterial e 
respiração(9).  
Efeitos terapêuticos são verificados tanto para o nitrito (10) quanto para o 
nitrato (10-12), porém, apesar de relatos do uso terapêutico de nitrato inorgânico 
desde o século oitavo na medicina chinesa até os presentes dias, sugere-se que a 
ação terapêutica exercida pelo nitrato, é, ao menos em parte, exercida pelo nitrito 
(9). Há um consenso que dieta de nitrato é essencialmente inerte e adquire atividade 
biológica apenas após ser convertido a nitrito (7, 13)⁠, devido ao nitrato na cavidade 
oral ser reduzido por bactérias com atividade nitrato redutase, (5). Verificou-se em 
ratos que a proteção gástrica e a queda de pressão exercida por nitrato foi atenuada 
em animais previamente tratados com enxaguante bucal, evidenciando que é 
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necessário a presença de bactérias orais para redução de nitrato a nitrito para 
ocorrer os efeitos farmacológicos exercidos pelo nitrato.(13)  
A ação anti-hipertensiva do nitrito é evidenciada em ensaios clínicos(14) e 
com animais (15). Tanto o tratamento com nitrito por via oral quanto por via 
endovenosa leva a redução na pressão sanguínea em diferentes modelos de 
hipertensão (16-20)⁠. Montenegro et al. (2011) ⁠ verificaram que tratamento diário 
reduz a pressão arterial sistólica de ratos hipertensos no modelo 2 rins, 1 clipe. 
Pinheiro et al. (2012) ⁠ e Amaral et al. (2013)⁠ mostram que a administração de doses 
crescentes nitrito de sódio por via endovenosa provoca redução na média da 
pressão em ratos hipertensos pela administração de N-nitro-L-arginine methyl ester 
hydrochloride (L-NAME). 
O mecanismo proposto do efeito anti-hipertensivo exercido pelo nitrato é 
que sua ingestão restaura os níveis de óxidos de nitrogênio teciduais e reduz os 
níveis de marcadores de estresse oxidativo no plasma e urina(21). Estes efeitos 
podem ser atribuído à ação do nitrito, devido a necessidade da conversão de nitrato 
a nitrito(13). A administração de nitrito em ratos hipertensos reduz a pressão arterial 
via formação de NO e regulação negativa da NADPH oxidase vascular(22) 
A elevação da pressão arterial média é o resultado do aumento do débito 
cardíaco, aumento na resistência vascular periférica ou uma combinação de ambos 
(23)⁠. A queda de pressão arterial provocada pelo nitrito deve-se a redução da 
resistência vascular periférica como consequência de uma ação vasodilatadora(24). 
Além disso, verifica-se que nitrito atenua a contração em resposta à angiotensina II 
em arteríola aferente de camundongo (25). Infusão de nitrito em artéria mesentérica 
causa redução na resistência vascular periférica como mostrado por Ablad em 
experimentos com gatos(26). Outros estudos mostraram que em preparações com 
vasos isolados, nitrito de sódio causou relaxamento em artéria mesentérica, modelo 
de vaso de resistência (27, 28), e em anel de aorta (28).  Modin et al (2001), 
mostraram o relaxamento exercido pelo nitrito de forma concentração-dependente 
em anéis de aorta de ratos contraídos com fenilefrina(28) e em experimentos com 
vasos de resistência, Laustiola et al. (1991) ⁠ e Ghosh et al. (2013) ⁠ mostraram 
vasodilatação causada pelo nitrito em artéria mesentérica (27, 29). 
O efeito vasodilatador e anti-hipertensivo do nitrito é mediado, pelo menos 
em parte, pelo óxido nítrico (NO). Ensaio mostra que a redução da tensão vascular 
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causada pelo nitrito em anéis de aorta foi revertida ou atenuada quando foi 
adicionado à preparação vascular os sequestradores de NO, hemoglobina (24) ou 2-
(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5 tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (C-PTIO) (30, 31), 
respectivamente. Tolzeck et al também mostraram menor vasorelaxamento exercido 
pelo nitrito quando a geração de NO a partir do nitrito esta reduzida (30). Neste 
mesmo trabalho verifica-se que, quando foi suprimida a expressão de mioglobina 
(atribuída como um agente redutor de nitrito a NO), a queda na pressão arterial 
exercida pelo nitrito foi atenuada. Paralelamente, Pinheiro et al, mostraram que ratos 
previamente tratados com sequestrador de NO, C-PTIO, apresentaram reversão do 
efeito anti-hipertensivo causado pelo nitrito(32).  
NO estimula a guanilato ciclase solúvel (sGC) na célula muscular lisa 
vascular a formar cGMP. Este, ativa proteína kinase G, que promove a recaptação 
de cálcio citoplasmático para o retículo sarcoplasmático, a expulsão de cálcio para 
fora da célula, abrem-se canais de potássio ativados por cálcio.  Com  redução da 
concentração intracelular de cálcio, a MLCK (quinase da cadeia leve de miosina) 
não fosforila a miosina e portanto ocorre o relaxamento da célula muscular lisa. Além 
disso, NO pode atuar por mecanismos independentes de sGC como estimulação da 
SERCA e efeito mediado por nitrosilação (33) 
Nitrito é reduzido a NO na corrente sanguínea e tecidos através de vias 
enzimáticas e não enzimáticas (5)⁠. Alzawahra et al. verificaram que ocorre formação 
de óxido nítrico a partir do nitrito na artéria aorta independentemente da presença do 
endotélio, indicando a participação de células musculares lisas na conversão de 
nitrito a NO(24). Este mesmo trabalho apresenta evidências que esta produção de 
óxido nítrico é mediada pela própria enzima guanilato ciclase solúvel (sGC) ou 
outras heme enzimas sensíveis ao inibidor de guanilato ciclase 1H-(1,2,4) 
oxadiazolo (4,3-a) quinoxaline 1-one (ODQ) (24).  Zweier et al mostram a formação 
de NO a partir do nitrito em tecidos submetidos a isquemia, atribuindo a redução de 
nitrito a NO às condições de acidose e ambiente redutor em tecidos isquêmicos (34).  
Diversas vias são descritas como sendo capazes de reduzir nitrito a NO, 
além das citadas acima, podendo ser mediado por hemoglobina e mioglobina e por 
enzimas, incluindo xantina oxidoredutase (XOR), complexo de cadeia de transporte 
de elétrons mitocondrial, citocromo P450 e mesmo pela NOS (5). Li et al mostram a 
formação tecidual de NO após incubação com nitrito, porém quando os tecidos são 
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tratados com inibidores da XOR ou da aldeído oxidase (AO), os níveis de formação 
de NO são reduzidos, mostrando a participação destas enzimas (35)  
Algumas destas proteínas com atividade nitrito redutase  estão envolvidas 
no efeito anti-hipertensivo e vasodilatador exercido pelo nitrito como a mioglobina 
(30) e XOR(29), de forma que sua ausência ou inibição atenuou os efeitos exercidos 
pelo nitrito.  
Verifica-se que a atividade ou expressão da XOR encontra-se elevada em 
animais hipertensos em relação aos seus controles. Isso foi mostrado por Ghosh et 
al em fígado de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (29), Montenegro et al no 
modelo 2k1C(36), Amaral et al no modelo DOCA-sal(37) e novamente por 
Montenegro no tratamento por 6 semanas com L-NAME(38). 
Avaliando a participação da XOR, Ghosh et al(29), Montenegro  et al (38) 
e Oliveira-Paula et al(17) mostraram que o tratamento com inibidores da XOR 
atenuou a queda de pressão exercida pelo nitrito em diferentes modelos de 
hipertensão. Na resposta vascular, Oliveira-Paula et al verificaram que o 
relaxamento vascular exercido pelo nitrito é atenuado em anéis de aorta de ratos 
hipertensos incubados previamente com inibidor da XOR (17). 
XOR é uma enzima molibdoflavina que cataliza duas reações terminais de 
degradação de purina em primatas: oxidação de hipoxantina a xantina e 
subsequente oxidação de xantina a ácido úrico(39). Possui quatro centros redox: um 
cofator Molibdênio (Mo-co), um sítio FAD e dois grupos Fe/S, onde o Mo-co é o local 
de oxidação de purina. Neste sítio é também onde ocorre a redução de nitrito a NO 
(redução de 1e- do NO2
- para •NO), sendo os elétrons desta reação fornecidos 
diretamente pela xantina ou indiretamente por NADH através do FAD.(39). Nitrato 
pode também ser reduzido a NO, onde a XOR primeiramente atua como nitrato 
redutase (NO3
- + 1e-  NO2
-) e finalmente como nitrito redutase (NO2
- + 1e-  •NO) 
(39). A formação de NO a partir de nitrato ocorre, porém, em uma taxa muito menor 
que aquela com que o NO é gerado a partir do nitrito. Millar et al, através da cinética 
de Michaelis-Menten, mostram que o Vmax da formação de NO pela XOR na 
presença de NADH a partir de nitrato é de 9,7 x 10-8 mol/min/mg, enquanto que a 
partir de nitrito o Vmax é de 3,73 x 10
-6 mol/min/mg  (40). 
Paralelamente à restauração dos níveis de óxidos de nitrogênio bioativos 
teciduais e seus efeitos vasodilatadores, sugere-se que nitrito exerce efeitos 
antioxidantes por inibir a atividade NADPH oxidase e desta forma, contribui para seu 
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efeito anti-hipertensivo (25, 36). Gao et al mostram em cultura de célula muscular 
lisa de vaso pré-glomerular inibição da atividade NADPH pelo nitrito (36). 
Montenegro et al mostram em aorta de animais hipertensos e normotensos que o 
tratamento dos ratos com nitrito reduziu a atividade NADPH(36). Ânions superóxidos 
gerados pela NADPH oxidase contribuem para o desacoplamento da eNOS e 
oxidação da sGC, tornando-a não responsiva ao NO (21, 22). Logo, a redução da 
atividade NADPH oxidase levaria a reduzido superóxido e aumento da 
biodisponibilidade de NO (21). Gao et al ainda sugerem que a regulação de 
sinalização de superóxido pela dieta em nitrato é mediada por NO gerado através 
XOR a partir de nitrito (25).  
Visto que nitrito é reduzido a NO em tecido vascular, é necessário que 
esteja em concentração tecidual suficiente para formação de NO (35) e 
consequentemente haja relaxamento vascular (24). O nível plasmático normal de 
nitrato esta na faixa entre 20-40 µM, enquanto que os níveis de nitrito são 
extremamente menores, na faixa de 50-300 nM(5). Apesar de nitrito ser capaz de 
difundir-se na membrana plasmática na forma de ácido nitroso (41), em pH 
fisiológico, está presente predominantemente na forma aniônica (42). Desta forma, 
nitrito pode ser transportado por canais ou transportadores de membrana (43).  Após 
administração intraperitoneal de nitrito em ratos, Bryan et al mostram rápido 
aumento do nitrito plasmático, seguido por aumento da concentração tecidual em 
diversos tecidos como coração, rim e fígado(44).  
Neste mesmo ensaio, Bryan et al mostram que as concentrações basais 
de nitrito na aorta são de aproximadamente 20 µM, sendo as  de nitrato 
aproximadamente 50 µM. Observa-se que, após a administração de nitrito, houve 
queda transitória da concentração de nitrato na aorta (44). Estudos com algas 
mostram redução na concentração de nitrito quando na presença de nitrato (45).  
Assim, é possível que haja competição entre nitrato e nitrito reduzindo desta forma 
os níveis teciduais de nitrito. A utilização de nitrito marcado com isótopo de 
nitrogênio 15N permite diferenciar o nitrito exógeno do endógeno, e avaliar as 
alterações nas concentrações teciduais após incubação (46).  
Considerando-se que o nitrato é um íon similar ao nitrito, estando 
concomitantemente presente com este nos tecidos e plasma, é possível que ambos 
concorram pelas mesmas vias fisiológicas e bioquímicas teciduais. Desta forma, 
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tendo em vista o efeito anti-hipertensivo e vasorelaxante exercido pelo nitrito e o 
mecanismo pelo qual exerce estes efeitos e sabendo que nitrato é 
farmacologicamente inerte, este trabalho propôs-se a avaliar o efeito do nitrato na 
ação anti-hipertensiva e vasorelaxante exercida pelo nitrito, bem como o mecanismo 
pelo qual ocorre a possível interação. 
Sendo assim, é possível estabelecer as seguintes hipóteses: 1) Nitrato 
atenua os efeitos anti-hipertensivos e vasodilatadores exercidos pelo nitrito, 2) 
Nitrato reduz a concentração tecidual de nitrito, 3) Nitrato reduz a atividade nitrito 
redutase exercida pela XOR.  
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OBJETIVOS 
 
• Avaliar o efeito do nitrato de sódio na queda da pressão arterial 
exercida pelo nitrito de sódio em modelo agudo de hipertensão 
 
• Avaliar o efeito do nitrato de sódio na vasodilatação exercida pelo nitrito 
de sódio em vasos de condutância e de resistência 
 
• Avaliar a concentração vascular de nitrito após incubação com nitrito e 
nitrato de sódio 
 
• Avaliar a atividade nitrito redutase da XOR na presença de nitrato 
 
• Avaliar o efeito do nitrato de sódio na queda da pressão arterial 
exercida pelo nitrito de sódio em modelo de hipertensão renovascular 
 
• Avaliar o efeito do nitrato de sódio na vasodilatação exercida pelo nitrito 
de sódio em vasos de condutância de animais hipertensos 
 
• Avaliar a atividade da XOR tecidual em animais hipertensos 
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MÉTODOS 
 
Avaliação pressão arterial invasiva em ratos hipertensos por L-NAME  
   
Ratos Wistar foram implantados com uma cânula PE - 10 conectada à 
uma PE - 50 na artéria femoral para aferição da MAP, e na veia femoral para 
administração dos tratamentos. Solução de heparina 50 UI/ml foi administrada para 
desobstrução e teste da canulação. Através de cateter subcutâneo as cânulas foram 
exteriorizadas no dorso dos animais e administrado anti-inflamatório flunixina 
meglumina (2,5 mg/Kg, sc). Após período de recuperação da anestesia, a cânula 
arterial foi conectada a um transdutor conectado a um sistema de aquisição de 
dados (MP150CE; Biopac Systems Inc., CA, USA) e mensurado a pressão arterial 
através do software Acknowledge, para Windows. Para indução de hipertensão foi 
administrado N-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME) 100 mg/Kg em 
dose única por gavage. Após 40 minutos os animais foram tratados 
endovenosamente com salina (solução de cloreto de sódio 0,9%) ou nitrato de sódio 
40 µmol/Kg. Decorridos 10 minutos foi iniciado a administração endovenosa de 
doses crescentes de nitrito de sódio (0, 1, 3, 10, 30, 100 µmol/Kg). Após 15 minutos 
da última dose de nitrito os animais foram mortos e coletados sangue e artéria aorta 
para dosagem de nitrito e nitrato. 
 
Reatividade vascular ao nitrito de sódio 
 
Artéria aorta de Rato Wistar foi coletada, seccionada em anel e conectada 
a um transdutor de deslocamento de força isométrica (Letica Scientific Instruments, 
Barcelona, Espanha) sob tensão de 1,5 g e mantidos em câmara de banho para 
órgãos isolados contendo solução de Krebs com a seguinte composição (mM): NaCl 
118; CaCl2.2H2O 2,5; MgSO4.7H2O 1,64; KH2PO4 1.2; KCl 4,7; NaHCO3 24.9; 
glicose 11,1 a 37oC, pH 7,4 borbulhado com mistura carbogênica (95% O2 e 5% 
CO2). Os anéis foram pré-contraídos com fenilefrina 100 nM e em seguida relaxados 
com acetilcolina 1 µM para a avaliação da integridade do endotélio. Após lavagem, 
os anéis foram incubados com nitrato de sódio 200 e 300 µM e contraídos com 
fenilefrina 100 nM. A incubação prévia com nitrato de sódio não interferiu na 
contração com fenilefrina. Após a estabilização, concentrações cumulativas (3 x 10-8 
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a 10-2 M) de nitrito de sódio foram adicionados à preparação. As alterações da força 
captada pelo transdutor foram gravadas através do software LabChart, PowerLab 
ADInstruments. 
 
Perfusão leito arterial mesentérico  
   
Após incisão abdominal de ratos Wistar, foram amarradas as artérias 
ileocólica, cólica direita e pancreaticoduodenal, seguido pela canulação da artéria 
mesentérica superior com PE-50. O leito mesentérico foi separado do intestino, 
perfundido com solução de Krebs mais EDTA e heparina 500UI para limpeza do 
sangue e o segmento posterior da artéria mesentérica superior foi amarrado. A 
cânula foi conectada a uma bomba de perfusão e o leito foi mantido em perfusão a 4 
ml/min com solução de Krebs contendo EDTA 0,03 mM à 37oC e borbulhada com 
95% de O2 e 5% de CO2. A pressão de perfusão foi continuamente monitorada com 
transdutor de pressão conectado a cânula através do sistema de aquisição de dados 
(MP150CE; Biopac Systems Inc., CA, USA). O leito mesentérico foi contraído pela 
adição de fenilefrina (3 - 8 µM) até atingir pressão de perfusão estável entre 50 a 
80% da contração máxima induzida por fenilefrina. Após estabilização da pressão de 
perfusão foram adicionados a perfusão veículo (H2O milliQ) ou nitrato de sódio 300 
µM seguido pela adição de concentrações cumulativas de nitrito de sódio (1 x 10-7 a 
1 x 10-3 M). A pressão de perfusão no leito mesentérico foi monitorada através do 
software Acknowledge 3.8 para Windows. 
  
Dosagem de nitrito e nitrato 
 
O nitrito e nitrato foram mensurados em amostras de plasma dos ratos 
tratados com L-NAME seguidos por nitrato ou veículo e doses crescentes de nitrito 
de sódio. A detecção de nitrito foi realizada por quimioluminescência através do 
analisador de NO (Sievers Sievers Model 280 NO analyzer, Boulder, CO, USA). A 
amostra foi injetada a uma solução de tri-iodo (2 g de iodeto de potássio e 1,3 g de 
iodo dissolvidos em 40 ml de água com 140 ml de ácido acético), levando a geração 
de NO a partir do nitrito contido na amostra. O NO é então conduzido ao analisador 
onde reage com ozônio e emite a quimioluminescência acima de 600nm.   
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O nitrato foi mensurado através da reação de Griess, onde as amostras 
são incubadas com tampão de nitrato redutase overnight a 37 oC e posteriormente 
adicionado reagente de Griess (sulfanilamida 2%, naphthylethylenediamine 
dihydrochloride 0,2% em ácido ortofosfórico 5%). Os valores de absorbância são 
mensurados no comprimento de onda 540 nm usando leitor de microplaca. Para 
obter a concentração de nitrato, o valor na reação de Griess foi subtraído do valor de 
nitrito encontrado por quimioluminescência. 
 
Concentração de nitrito marcado com isótopo estável na presença de nitrato 
 
Anéis de aorta seccionados de artéria de Ratos Wistar foram incubados 
com solução de Krebs a 37 oC, borbulhada com 95% O2 e 5% CO2 em câmara de 
banho de órgãos. Os anéis contidos em cada câmara foram incubados com nitrito de 
sódio composto por isótopo estável de nitrogênio (15N-nitrito) nas concentrações de 
1, 10 e 100 µM ou veículo na presença de nitrato 300 µM ou veículo. Após 30 
minutos os anéis foram lavados em tampão fostato salina (PBS) e congelados a -70 
oC até a análise.  
A concentração de 15N-nitrito presente na amostra foi mensurada por 
cromatografia líquida de ultra perfomance acoplada a espectrometria de massa 
(UPLC-MS/MS), após reação de 15Nitrito com 2,3-diaminonaphthalene (DAN), 
formando 15N-2,3-naphthotriazole (15N-NAT). O preparo das amostras foi realizado 
da seguinte forma: Os anéis de aorta foram triturados e suspendidos em água milliQ. 
200 µL da amostra foram aliquotados e incubados com 22 µL de DAN/HCl 0,5 mM 
por 10 minutos. A reação foi finalizada pela adição de 12 µL de NaOH 2,4M, seguido 
por diluição com 206 µL de CH3CN e centrifugação a 10500g por 5 min.   
A análise por HPLC-MS/MS foi realizada utilizando o sistema Waters 
Acquity UPLC H-Class acoplado a espectrômetro de massa quadrupolo tandem 
Xevo® TQ-S com fonte spray-Z operando em modo positivo. 5 µL do sobrenadante 
foi injetado em uma coluna C18 Ascentis Express. A fase móvel usada para o 
gradiente de eluição no sistema A foi água milliQ com 0,1% de ácido fórmico e 
CH3CN com 0,1% ácido fórmico no sistema B. A quantificação de 
15N-NAT foi 
realizada por UPLC-MS/MS no modo MRM (monitoramento de reações múltiplas) 
com o sobrenadante das amostras. Uma curva padrão de referência foi preparada a 
partir da diluição da solução estoque de 15N-nitrito (2,2 µM) com água milliQ. Em 
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cada concentração foi adicionado DAN/HCl, finalizada a reação com NaOH e diluída 
com CH3CN como realizado nas amostras. As concentrações finais obtidas foram 
em nmol/L: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,2; 15,6 e 7,8. Os dados foram adquiridos e 
processados usando o software TargetLynx™ Application Manager (Waters, 
Corporation).  
  
Reatividade vascular ao doador de NO  
 
Artéria aorta de Rato Wistar foi coletada, seccionada em anel e submetido 
às mesmas condições e teste de endotélio como descrito anteriormente na 
reatividade vascular ao nitrito de sódio. Posteriormente os anéis foram incubados 
com nitrato de sódio 300 µM e contraídos com fenilefrina 100 nM. Após a 
estabilização, concentrações cumulativas (1 x 10-10 a 10-5 M) de DETANONOato 
foram adicionados ao banho de órgãos. As alterações da força captada pelo 
transdutor foram gravadas através do software LabChart, PowerLab ADInstruments. 
 
Atividade nitrito redutase XOR 
 
A atividade nitrito redutase foi avaliada pela produção de NO a partir de 
nitrito mediada pela XOR. XOR 100 mU foi adicionado a 5 ml de solução contendo 
nitrito de sódio 1 mmol/L, fosfato de β-Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida 
(NADPH) 1 mmol/l e β-Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH) 1 
mmol/l em tampão fosfato salino 1 mmol/l, pH 7.4.  O NO produzido na reação foi 
conduzido através de gás nitrogênio para o analizador de NO (Sievers Model 280), 
onde foi mensurado por quimioluminescência após reação com ozônio. Para avaliar 
o efeito do nitrato na atividade nitrito redutase, nitrato 30 mmol/L foi adicionado à 
solução contendo nitrito, NADPH e NADH 5 minutos antes de adicionar a XOR. A 
produção de NO foi mensurada durante 20 minutos. Ao final da análise foi 
adicionado nitrato 30 mmol/L no grupo que não foi previamente incubado com 
nitrato. No grupo que foi previamente incubado com nitrato, ao final foi adicionado o 
inibidor da XOR, febuxostate 50 nmol/L. 
Utilizando o mesmo método, foi mensurado a produção de NO a partir de 
concentrações crescentes de nitrito de sódio (15 µmol/l a 150 mmol/l) na presença 
de NADPH 1 mmol/l, NADH 1 mmol/l e XOR 125 mU/2 ml em tampão fosfato salino 
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100 mmol/l juntamente com nitrato de sódio 15 mmol/L ou veículo. A taxa de 
formação de NO foi mensurada durante 2 minutos para cada concentração de nitrito. 
Através da taxa de formação de NO versus a concentração de nitrito de sódio, foi 
construída a curva de Michaelis-Menten. 
 
Indução de hipertensão renovascular 
 
Ratos Wistar foram submetidos à cirurgia para indução de hipertensão 
arterial sistêmica através da técnica 2 rins, 1 clipe (2K1C). Após anestesia com 
xilazina/cetamina foi realizada uma incisão abdominal e realizada a estenose parcial 
da artéria renal, através da introdução de um clipe com abertura de 0,2 mm. Ratos 
controles (sham) foram submetidos ao mesmo procedimento, exceto pela introdução 
do clipe. Ao final da cirurgia os animais foram tratados com anti-inflamatório flunixina 
meglumina (2,5 mg/Kg, sc), antibiótico terramicina e antiséptico de iodo tópico. A 
pressão arterial sistêmica foi mensurada através da pressão de cauda por 
pletismografia previamente e na segunda e quarta semana após a cirurgia para 
monitoração da elevação da pressão arterial. 
Ao final de quatro semanas da cirurgia de 2K1C, os ratos hipertensos 
tiveram a artéria e veia canuladas para avaliação da pressão intra-arterial e 
tratamento endovenoso respectivamente como descrito previamente no modelo de 
indução de hipertensão por L-NAME. Após recuperação da cirurgia foram 
submetidos ao tratamento endovenoso com doses crescente de nitrito (1,10 e 100 
µmol/kg) na presença de nitrato (40 µmol/kg) ou veículo (solução cloreto de sódio 
0,9%). 
 
Reatividade vascular de aorta de ratos hipertensos  
 
Anéis de aorta de animais não tratados, hipertensos pela cirurgia de 2K1C 
ou sham, foram preparados como descrito nos ensaios de reatividade vascular 
descritos anteriormente e submetidos ao relaxamento a concentrações cumulativas 
de nitrito de sódio na presença de nitrato de sódio 300 µM ou febuxostate 100 nM 
(inibidor da XOR). Foi utilizado dimetil sulfóxido (DMSO) 0,004% (solução final) para 
diluição do Febuxostat e utilizado como veículo dos ensaios. 
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Atividade Xantina Oxidoredutase 
 
A atividade da enzima xantina oxidoredutase tecidual foi avaliada através 
do kit comercial Amplex® Red Xanthine/Xanthine Oxidase Assay.  
Para avaliar a atividade em tecido vascular, aproximadamente 10 mg de 
artéria aorta de ratos submetidos a cirurgia 2K1C foi macerado em 200 µL de 
tampão RIPA (Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 com cloreto de sódio 150 mM, Igepal 1,0%, 
doxicolato de sódio 0,5% e dodecil sulfato de sódio 0,1%) e centrifugado a 10000g. 
50 µL do sobrenadante foram incubados com 50 µL de solução contendo xantina 
200 µM, HRP 0,4 U/mL e reagente Amplex Red 100 µM em tampão Tris-HCl e 
realizada a leitura da fluorescência em leitor de placa com excitação de 545 nm e 
emissão de 590 nm. A atividade da XOR tecidual foi estabelecida através de curva 
padrão com concentrações conhecidas da enzima dividida pela massa de cada 
amostra.  
A atividade plasmática foi avaliada da mesma forma em 50 µL do 
sobrenadante do sangue total centrifugado a 3000 rpm e estabelecida através da 
curva padrão da enzima.  
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RESULTADOS PRELIMINARES. 
Avaliação da pressão arterial média (MAP) em ratos submetidos à cirurgia de 
indução de hipertensão através do modelo 2R1C 
 
Após quatro semanas da cirurgia de implantação do clip, ratos 
submetidos ao tratamento agudo com doses crescentes de nitrito apresentaram 
média da pressão arterial (MAP) de 192,4 ± 11,4 mmHg após serem tratados com 
solução de cloreto de sódio 0,9% (salina; dose 0) e 190,9 ± 11,0; 183,0 ± 11,2 e 
150,6 ± 15,5 mmHg após o tratamento com nitrito nas doses de 1, 10 e 100 µmol/Kg 
respectivamente. Os ratos que foram pré-tratados com o inibidor da XOR (oxipurinol) 
apresentaram MAP de 200,2 ± 6,0; 199,4 ± 8,8; 198,5 ± 8,2 e 182,4 ± 4,6 mmHg 
após tratamento com nitrito 0 (salina); 1; 10 e 100 µmol/Kg respectivamente. Os 
ratos pré-tratados com nitrato apresentaram MAP de 181,0 ± 8,8; 184,7 ± 9,8; 184,2 
± 10,7 e 170,5 ± 8,2 mmHg respectivamente. O delta calculado (diferença entre a 
pressão obtida após tratamento com nitrito e a pressão após tratamento com 
veículo) foi de -1,5; -9,4 e -41,8 mmHg para os ratos pré-tratados com veículo, 
respectivamente, enquanto que, para os  ratos pré-tratados com oxipurinol, o delta 
foi de -0,7; -1,7 e -17,8 mmHg, respectivamente. Para os ratos pré-tratados com 
nitrato, o delta foi de 3,7; 3,2 e -10,6 mmHg, respectivamente, após tratamento com 
nitrito nas doses de 1, 10 e 100 µmol/Kg. (figura P1) 
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Figura P1: Painel A: Pressão Arterial Média (MAP) de ratos hipertensos (cirurgia 
2R1C) tratados com veículo, nitrato 40 µmol/Kg ou oxipurinol 25 mg/Kg seguido por 
doses crescentes de nitrito de sódio (1, 10 e 100 µmol/kg). (tratamento: veículo, 
nitrato ou oxipurinol) p < 0,05 ANOVA 2 vias entre as doses de nitrito. Painel B: 
Diferença da MAP após cada dose de nitrito. p < 0,001  ANOVA 2 vias para 
tratamento com nitrito e pré-tratamento com nitrato. * p< 0,001 versus veículo na 
respectiva dose de nitrito. n=5-8. Dados são apresentados como média ± epm 
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Reatividade vascular em anéis de aorta de ratos hipertensos submetidos à cirurgia 
de indução de hipertensão através do modelo 2R1C 
 
A partir da curva concentração-resposta ao nitrito de sódio foi realizada a 
regressão não-linear da curva e obtidos os valores de pD2 (logaritmo negativo na 
base 10 da CE50) e Emax (efeito máximo, %).  Os valores de pD2 obtidos nos 
grupos pré-tratados com DMSO foram 4,82 ± 0,05 no grupo sham e 4,28 ± 0,04 no 
grupo 2K1C (figura 2PB e 3PB). O Emax nos grupos pré-tratados com DMSO foi de 
105,0 ± 1,92 no grupo sham e 103,7 ± 1,64 no grupo 2K1C (figura 2PC e 3PC. Os 
grupos previamente incubados com nitrato apresentaram pD2 de 4,33 ± 0,05 e 4,05 
± 0,05 nos grupos sham e 2R1C respectivamente (figura P2B), enquanto que o 
Emax foi de 98,18±1,74 e 84,90 ± 1,84  nos grupos sham e 2R1C respectivamente 
(figura P2C). Na incubação prévia com Febuxostate o pD2 do Nitrito foi de 4,78±0,06 
e 4,13±0,07 nos grupos sham e 2R1C respectivamente (figura P3B), enquanto que o 
Emax foi de 101,0±2,04 e 84,89±2,506 nos grupos sham e 2R1C respectivamente 
(figura P3C). Os grupos utilizados como controle (pré-tratados com veículo da 
diluição do febuxostate, DMSO 0,0004%) foram os mesmos para os grupos pré-
tratados com nitrato (figura P2) e febuxostate (figura P3). 
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Figura P2: Anés de aorta de ratos Sham e 2R1C incubados com nitrato de sódio 300 
µM seguidos por incubação com concentrações cumulativas de nitrito de sódio. 
Painel A: Relaxamento vascular em resposta à concentrações cumulativas de nitrito 
de sódio (1x10-2 to 3x10-7 M). Painel B: Valores de pD2. Painel C: Valores de Emax 
(%). n=7-8/grupo. Os dados estão apresentados como média ± epm. p<0,05 
interação entre nitrato e 2R1C ANOVA de duas vias. Teste posterior de Bonferroni 
*p<0,05 versus Sham DMSO, # p < 0,05 versus 2R1C DMSO, $ p < 0,01 versus 
sham Nitrato 
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Figura P3: Anéis de aorta de ratos Sham e 2R1C incubados com Febuxostat 100 nM 
µM seguidos por incubação com concentrações cumulativas de nitrito de sódio. 
Painel A: Relaxamento vascular em resposta à concentrações cumulativas de nitrito 
de sódio (1x10-2 to 3x10-7 M). Painel B: Valores de pD2. Painel C: Valores de Emax. 
(%)p<0,05 interação entre febuxostat e 2R1C ANOVA de duas vias. n=6-8/grupo. Os 
dados estão apresentados como média ± epm.. Teste posterior de Bonferroni * p < 
0,01 versus Sham DMSO, # p < 0,01 versus 2R1C DMSO, $ p< 0,01 versus Sham  
Febuxostate 
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Atividade da enzima xantina oxidoredutase em aorta e plasma de ratos hipertensos 
submetidos à cirurgia de indução de hipertensão através do modelo 2R1C 
 
Atividade da enzima xantina oxidoredutase avaliada em ratos hipertensos 
após cirurgia de 2R1C apresentaram valores de 15,3±0,9 µU/mg de tecido em aorta 
de ratos sham, enquanto que a atividade na aorta dos ratos 2R1C foi de 21,8±0,4 
µU/mg de tecido. No plasma, a atividade enzimática da XOR foi de 3,32±0,1 mU/ml 
no grupo sham e 3,78±0,2 mU/ml no grupo 2R1C. (figura P4). 
 
 
Figura 4: Atividade da enzima Xantina Oxidoredutase em aorta (Painel A) e plasma 
(Painel B) de ratos hipertensos submetidos a cirurgia de 2R1C e ratos normotensos 
(Sham). n= 6-7/grupo. Dados estão apresentados como média ± epm. * p<0,05, ** 
p<0,001 teste t 
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DISCUSSÃO 
 
Os resultados aqui obtidos mostram pela primeira vez, do nosso 
conhecimento, que o nitrato de sódio atenua o relaxamento vascular e a queda de 
pressão arterial exercida pelo nitrito. Um mecanismo sugerido para este efeito é a 
competição entre nitrito e nitrato pela enzima xantina oxidoredutase, como  
mostramos, novamente pela primeira vez, nos ensaios com a enzima isolada. 
Porém, de acordo com os resultados obtidos, nitrato pode ainda atenuar os efeitos 
vasculares do nitrito por mecanismos adicionais à inibição da enzima xantina 
oxidoredutase. 
Nitrito de sódio exerce relaxamento vascular independentemente da 
passagem pela circulação sistêmica, como mostrado por Furchgot e Bhadrakom já 
em 1953. Eles mostraram que a adição de nitrito de sódio 1x10-4 M foi capaz de 
relaxar artéria aorta de coelho isolada em solução de Krebs-bicarbonato e 
contraídas com epinefrina (47). Outros trabalhos também mostram o relaxamento 
exercido pelo nitrito de maneira concentração-dependente, em artéria aorta de ratos 
pré-contraídas (24, 28, 29). Da mesma forma mostramos que a adição de 
concentrações cumulativas de nitrito de sódio causou relaxamento nos anéis de 
aortas contraídos com fenilefrina, apresentando o logaritmo negativo na base 10 da 
CE50 (pD2) de 4,73 ± 0,08 epm e efeito no relaxamento máximo (Emax) de 105,3% 
± 1,88 epm. Contudo, quando os anéis foram incubados previamente com nitrato de 
sódio 300 µM, ocorreu deslocamento da curva concentração-resposta ao nitrito para 
a direita, reduzindo o pD2 para 4,25 ± 0,15, indicando redução da potência. Além 
disso, nitrato reduziu o relaxamento máximo exercido pelo nitrito para 91,5 ± 5, o que 
indica redução da eficácia (figura 1). Desta forma, verifica-se que há interação entre 
estes íons no relaxamento vascular exercido pelo nitrito. Na concentração de 200 
µM nitrato, não observamos alteração significativa no pD2 ou no Emax. 
Corroborando os efeitos em artéria aorta, nitrito de sódio também causa 
relaxamento concentração-dependente em vasos de resistência, como mostrado por 
Ghosh et al em artéria mesentérica de resistência de terceira ordem (29) e exerce 
redução da resistência vascular periférica como mostrado por Ablad e Mellander 
após infusão de nitrito na artéria mesentérica inferior de gatos (26). Para avaliarmos 
os efeitos do nitrato na resposta ao nitrito em vasos de resistência, monitoramos a 
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alteração na pressão de perfusão exercida pelo nitrito em leito mesentérico de rato 
perfundido com fenilefrina na presença ou não de nitrato de sódio, de acordo com a 
técnica descrita por McGregor(48) e utilizada por Cheng(49). A adição de 
concentrações crescentes de nitrito de sódio em leito mesentérico contraído com 
fenilefrina reduziu a pressão de perfusão de maneira concentração-dependente 
(figura 2). Os leitos mesentéricos perfundidos com nitrato apresentaram menor 
queda na pressão de perfusão em resposta ao nitrito em relação aos leitos não 
perfundidos com nitrato, quando considerada na análise de variância de duas vias 
as concentrações de nitrito de 0,1 a 100 µM. A porcentagem da diferença na pressão 
de perfusão após a infusão com nitrito foi de 6,9% e 10,5% nas concentrações de 
0,1 e 1,0 µM de nitrito de sódio, respectivamente. Porém, quando nitrato de sódio 
300 µM foi previamente adicionado à perfusão, o essa porcentagem foi de 1,1% e 
2,7%, respectivamente. Nestas concentrações, analisando por teste t, verifica-se 
que o nitrato reduziu a diferença na pressão de perfusão exercida pelo nitrito de 
sódio, porém não houve diferença nas concentrações de 10, 100 e 1000 µM (figura 
2). Estes resultados evidenciam a atenuação do efeito do nitrito pelo nitrato em 
vasos de resistência de maneira superável de acordo com o aumento das 
concentrações de nitrito de sódio. 
A função vascular está diretamente relacionada ao controle da pressão 
arterial, de forma que a elevação da pressão arterial média é o resultado do 
aumento na resistência vascular periférica, aumento do débito cardíaco ou uma 
combinação de ambos(23). Os efeitos do nitrito de sódio sobre a queda na pressão 
arterial são devidos, pelo menos em parte, à redução da resistência vascular 
periférica. Estudo em gatos tratados com nitrito mostra que a queda na resistência 
vascular periférica exercida pelo nitrito é acompanhada por queda da pressão 
arterial (26). Desta forma, da mesma forma que verificamos que nitrato atenua a 
resposta vascular ao nitrito em tecidos isolados, avaliamos se o tratamento prévio 
com nitrato de sódio atenuaria o efeito anti-hipertensivo exercido pelo nitrito. O 
tratamento com nitrito de sódio tanto por via endovenosa, quanto por via oral foi 
mostrado ser capaz de reduzir a pressão arterial induzida pelo tratamento por L-
NAME (32). L-NAME é análogo da L-arginina que atua como inibidor reversível da 
enzima Óxido Nítrico Sintase (NOS) (50) e causa elevação da pressão arterial de 
maneira sustentada e reversível (51). Neste estudo a infusão de L-NAME elevou a 
pressão arterial média ± epm de 98,2 ± 3,2 e 96,0 ± 2,4 mmHg para 141,5 ± 1,8 e 
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141,8 ± 2,2 mmHg nos grupos que foram pré-tratados com veículo ou nitrato, 
respectivamente. Ratos que não atingiram no mínimo 135 mmHg após o tratamento 
com LNAME  não foram utilizados no estudo. Mostramos que o tratamento prévio 
com nitrato de sódio endovenoso atenuou a queda de pressão arterial exercida pelo 
tratamento endovenoso de doses crescentes de nitrito de sódio, através da análise 
de variância de duas vias. No teste posterior de Bonferroni foi evidenciada a menor 
queda da pressão arterial exercida pelo nitrito 100 µmol/Kg, alterando o delta de -
43,4 ± 4,9 mmHg para -32,0 ± 3,2 mmHg na presença de nitrato (figura 3). Estes 
resultados, portanto, mostram a interação do nitrato com nitrito na resposta anti-
hipertensiva exercida pelo nitrito. Desta forma, com os resultados até aqui obtidos, 
há evidência que a atenuação dos efeitos vasculares exercidos pelo nitrito na 
presença de nitrato são, pelo menos em parte, responsáveis por reduzir o efeito anti-
hipertensivos exercido pelo nitrito. 
Evidências sugerem que o relaxamento vascular (24, 30, 31) e a queda 
na pressão arterial (30, 32) exercidos pelo nitrito sejam, ao menos em parte,  
dependentes da formação de óxido nítrico. Totzeck et al. mostraram que a queda de 
pressão arterial exercida pelo nitrito é atenuada em camundongos deficientes de 
mioglobina, uma vez que estas possuem a propriedade de reduzir nitrito a NO (30). 
Utilizando artéria aorta de rato contraída com fenilefrina, Alzawahra et al mostraram 
relaxamento vascular e aumento da produção de NO após incubação com nitrito, 
porém após adicionar hemoglobina, sequestrador de NO, verificou-se a reversão do 
relaxamento e a queda dos níveis de NO (24).  
NO pode ser formado a partir do nitrito pelos próprios tecidos como aorta, 
sangue, fígado, coração (34, 35).  Contudo, verifica-se que no sangue a taxa de 
formação é muito menor em relação aos outros tecidos avaliados(35).  Em seu 
trabalho, Li et al mostraram que aortas de ratos foram capazes de formar NO após 
incubação com nitrito 100 µM em PBS (35). Avaliamos portanto, se o nitrato poderia 
reduzir os níveis teciduais de nitrito por competir com o transporte transmembrana e, 
desta forma, reduzir as concentrações de substrato (nitrito) para formação de NO. 
Utilizamos, para esta incubação, nitrito composto pelo isótopo estável de nitrogênio 
15N (15N-nitrito) para mostrar que o nitrito mensurado é proveniente de fonte 
exógena, uma vez que as concentrações naturais de nitrito contendo 15N são 
absolutamente ínfimas. A incubação com 15N-nitrito 1µM e 10 µM não alterou os 
níveis teciduais de nitrito em relação aos anéis não incubados, porém a incubação 
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com 15N-nitrito 100 µM elevou a concentração basal de 0,7 ± 0,1 µM para 16,6 ± 0,5 
µM. Comparando-se a concentração de nitrito encontrada em anéis de aorta 
incubados juntamente com nitrato de sódio 300 µM, verificamos que o nitrato de 
sódio não altera as concentrações teciduais de nitrito (figura 5). Portanto, estes 
resultados sugerem fortemente que a atenuação exercida pelo nitrato nos efeitos 
cardiovasculares do nitrito não ocorra por reduzir as concentrações vasculares de 
nitrito.  
Visto que as concentrações teciduais de nitrito não se alteram na 
presença de nitrato, avaliamos se o nitrato poderia inibir o efeito vasorelaxante 
exercido pelo nitrito por interferir no mecanismo de ação exercido através de NO. 
Resumidamente, como detalhado na introdução desta tese, NO nas células 
musculares lisas ativa a enzima guanilato ciclase solúvel (sGC), o que causa 
aumento do cGMP citosólico e, quer por ação do cGMP, quer por ação direta do NO, 
resulta em diminuição do fluxo de cálcio intracelular, culminando em relaxamento 
vascular (52).  Para avaliar se o nitrato interfere na via de relaxamento exercido pelo 
nitrito, após a formação de NO, foi construída curva concentração-resposta ao 
doador de NO DETANONOato em anéis de aorta contraído com fenilefrina na 
presença de nitrato de sódio. Contudo, verificamos que o relaxamento exercido pelo 
doador de NO não foi alterado na presença de nitrato de sódio quando comparado 
com os anéis de aorta que não foram incubados com nitrato previamente, 
evidenciando que o nitrato de sódio não interfere nos efeitos exercidos pelo nitrito 
através da inibição dos efeitos vasorelaxantes exercidos pelo NO gerado (figura 6).  
Nitrito pode ser reduzido a NO em tecidos como aorta, sangue, fígado, 
coração (34, 35) devido à atividade nitrito redutase exercida por algumas proteínas 
(5). Diversas vias são descritas como responsáveis por reduzir nitrito a NO, 
incluindo-se a hemoglobina, mioglobina, complexo de cadeia de transporte de 
elétrons mitocondrial, enzimas óxido nítrico sintase (NOS), xantina oxidoreductase 
(XOR) e aldeído oxidase (AO) (5, 35). Li et al mostraram que, quando tecidos são 
incubados com inibidores da XOR ou da Aldeído oxigenase (AO), a formação 
tecidual de NO após incubação com nitrito é atenuada (35). A Xantina 
oxidoredutase, além da redução de nitrito a NO(40, 53), também é capaz de formar 
NO a partir do nitrato (40). Millar et al mostram que o Vmax para formação de NO a 
partir do nitrito é de aproximadamente 3 µmoles/min/mg, enquanto que, ao utilizar o 
nitrato com substrato, o Vmax foi de aproximadamente 0,080 µmoles/min/mg. Desta 
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forma, verifica-se que a XOR é capaz de gerar NO a partir de nitrito numa taxa 
aproximadamente 40 vezes maior do que a partir do nitrato.  XOR reduz nitrito e 
nitrato no mesmo sítio catalítico, o centro molibidênio(54), desta forma espera-se 
que haja competição entre os dois substratos, nitrito e nitrato. Contudo esta 
interação ainda não havia sido demonstrada na literatura, segundo o nosso 
conhecimento. Avaliamos portanto, se a formação de NO pela XOR a partir do nitrito 
poderia ser comprometida na presença de nitrato. Em câmara de expurga contendo 
nitrito de sódio 1 mM e NADPH e NADH, mostramos que a formação de NO durante 
20 minutos após a adição de xantina oxidase foi 2,5 vezes menor quando nitrato de 
sódio 300 µM estava presente (256,4±22,5 e 104,9±8,4 pmol/min na ausência e 
presença de nitrato, respectivamente). Para demonstrar de outra maneira a 
atenuação na formação de NO a partir do nitrito de sódio, foi adicionado ao final do 
registro, nitrato de sódio à solução que não foi previamente incubada com nitrato, e 
verificamos uma queda brusca na formação de NO (figura 7). Através da 
mensuração da formação de NO a partir de concentrações crescentes de nitrito na 
presença de XOR, foi construída a curva de Michaelis-Menten. A constante de 
Michaelis-Menten (Km) calculada para o nitrito a partir da curva foi de 9,3 ± 2,5 mM, 
porém mostramos que há deslocamento da curva para a direita (Km 27,1 ± 6,8) 
quando nitrato de sódio está presente, indicando inibição da fomação de NO pela 
XOR a partir de nitrito. Verificamos contudo, que não há diferença no Vmax na 
ausência ou presença de nitrato, apresentando valores de 19,8±1,5 e 22,4±2,0 
µmol/min/mg respectivamente (figura 8). Esses resultados, portanto, indicam uma 
inibição competitiva exercida pelo nitrato.  
De acordo com os resultados encontrados, sugere-se que a redução de 
formação de NO a partir de nitrito, devida à competição com o nitrato pela a enzima 
XOR, atenue os efeitos vasorelaxante e anti-hipertensivos exercidos pelo nitrito. 
A atividade da enzima xantina oxidoredutase está elevada em alguns 
modelos de hipertensão (17, 36, 37), (38). Montenegro et al mostraram que a 
atividade da XOR esta elevada no modelo de hipertensão renovascular 2 rins 1 clip 
(2R1C), após 6 semanas da indução da hipertensão (36). Neste mesmo modelo, 
Oliveira-Paula mostra que a atividade anti-hipertensiva exercida pelo nitrito de sódio 
foi atenuada quando os ratos foram pré-tratados com inibidores da XOR(17). Desta 
forma, visto que mostramos que nitrato inibe a atividade nitrito redutase da XOR, 
avaliamos se o tratamento com nitrato de sódio por via endovenosa atenuaria o 
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efeito anti-hipertensivo do nitrito de maneira mais pronunciada que a exercida no 
modelo agudo L-NAME. De acordo com a figura P1, em ratos hipertensos após 
quatro semanas da cirurgia de implantação do clip, mostramos que o tratamento 
prévio com nitrato de sódio por via endovenosa reduziu a queda da pressão arterial 
exercida pelo tratamento com nitrito de sódio. Apesar de ser verificada tendência à 
redução nas respostas ao nitrito com os tratamentos, o valor de p entre o grupo pré-
tratado com inibidor da XOR (oxipurinol) e o grupo pré-tratado com veículo na dose 
de nitrito 100 µmol/Kg foi limítrofe (P=0,06). Com estes resultados, temos que o 
nitrato de sódio atenua a queda na pressão arterial exercida pelo nitrito no modelo 
de hipertensão 2R1C, caracterizado por aumento da atividade da XOR. 
De forma semelhante ao que foi encontrado nos experimentos com  
aortas de ratos em trabalhos anteriores, (17, 55), a atividade da XOR na aorta e no 
plasma está elevada nos ratos hipertensos após quatro semanas da cirurgia para  
indução de hipertensão 2R1C. (figura P4) 
Hipertensão por 2R1C é amplamente aceita como um modelo 
fundamental de hipertensão mediado por angiotensina para estudos de 
remodelamento vascular, entre outras alterações cardiovasculares (56). Como aqui 
apresentado e já mostrado em outros trabalhos do laboratório, a atividade da XOR 
encontra-se elevada em artéria aorta de ratos hipertensos por 2K1C (17, 55). 
Oliveira-Paula et al mostram que o relaxamento vascular exercido pelo nitrito em 
aorta de ratos hipertensos por 2K1C são dependentes da enzima xantina oxidase ao 
mostrarem que o tratamento com inibidor da XOR desloca a curva de relaxamento 
ao nitrito de sódio para a direita, porém o mesmo não ocorre em ratos normotensos 
(17). Considerando-se a dependência da atividade da XOR para o efeito 
vasorelaxante exercido pelo nitrito em aorta de ratos hipertensos 2R1C e que nitrato 
de sódio inibe a atividade nitrito redutase da XOR (figura 7 e 8 do artigo), avaliamos 
o efeito do nitrato de sódio no relaxamento exercido pelo nitrito em artéria aorta de 
ratos hipertensos por 2R1C. A incubação com inibidor da XOR, febuxostate 100 nM, 
não modificou a resposta ao nitrito em aorta de ratos normotensos, porém em ratos 
hipertensos houve deslocamento da curva de nitrito para a direita, reduzindo o  
Emax de 103,7 ± 1,64 para 84,89 ± 2,5 %, evidenciando inibição não-competitiva(57) 
(figura P3). De fato, febuxostate inibe a XOR por ligar-se à estrutura da enzima 
através de múltiplas interações (58), enquanto que nitrito é reduzido no centro 
molibidênio (54). Comparando nossos resultados com aqueles obtidos por Oliveira-
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Paula, quando a enzima foi inibida por oxipurinol, houve alteração apenas no pD2, 
enquanto o Emax permaneceu o mesmo(17), evidenciando inibição competitiva, 
uma vez que oxipurinol inibe a XOR por ligar-se ao sítio molibidênio (58). Analisando 
os resultados dos anéis de aorta de ratos hipertensos incubados com nitrato de 
sódio 300 µM, verificamos que também houve redução do pD2 e do Emax, 
apresentando valores de 4,05 ± 0,05 e 84,90 ± 1,84 %,(figura P2) respectivamente. 
Estes resultados com inibidores evidenciam a participação da XOR no relaxamento 
exercido pelo nitrito em ratos hipertensos, e sugere que nitrato possa atenuar a 
resposta vascular ao nitrito por inibição da XOR em aorta de ratos hipertensos, visto 
que nossos ensaios in vitro mostraram a inibição da atividade nitrito redutase da 
XOR pelo nitrato de sódio.   
Porém, diferentemente do que ocorreu no grupo pré-tratado com 
febuxostate, nitrato reduziu o pD2 e o Emax do relaxamento exercido pelo nitrito em 
aorta de ratos normotensos de 4,82 ± 0,05 e 105,00 ± 1,92 % para 4,33 ± 0,05 e 
98,18 ± 1,74 %, respectivamente, sugerindo que, em artéria de ratos normotensos, o 
nitrato cause inibição do relaxamento vascular exercido pelo nitrito por mecanismo 
diferente daquele associado à inibição da XOR. 
Observa-se também que o nitrato causa inibição adicional no relaxamento 
vascular exercido pelo nitrito em aorta de ratos hipertensos (figura P2), sugerindo  
que, na hipertensão, há fatores que contribuem para o relaxamento exercido pelo 
nitrito, os quais podem ser inibidos pelo nitrato. Neste trabalho mostramos que este 
fator pode ser o aumento da atividade da XOR.  
Os resultados da queda de pressão arterial mostram que houve 
atenuação do efeito anti-hipertensivo exercido pelo nitrito quando na presença de 
nitrato (figura 3 e P1). Corroborando os resultados vasculares, verificamos que o 
delta da pressão arterial nos animais hipertensos por 2K1C foi de -41,8 mmHg para 
os ratos pré-tratados com veículo enquanto que para os ratos pré-tratados com 
nitrato foi de -10,6 mmHg na dose de 100 µmol/Kg de nitrito (figura P1). Contudo na 
hipertensão pelo tratamento agudo com L-NAME o delta foi de -43,4 mmHg para os 
ratos pré-tratados com veículo enquanto que para os ratos pré-tratados com nitrato 
foi de - 32,0 mmHg após tratamento com nitrito de sódio 100 µmol/Kg (figura 3). 
Embora não seja possível comparar os grupos devido a diferença na quantidade de 
doses entre os experimento 2K1C (doses de 1,10 e 100 µmol/Kg) e L-NAME (doses 
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de 1, 3, 10, 30 e 100 µmol/Kg), verifica-se que, aparentemente, houve maior inibição 
pelo nitrato no modelo 2K1C.  
Desta forma, estes resultados apoiam a ideia de que no modelo onde 
ocorre aumento da atividade da XOR, a inibição pelo nitrato do efeito anti-
hipertensivo e do efeito vasorelaxante exercido pelo nitrito parece ser mais 
pronunciada. 
Com os resultados obtidos até aqui, temos que, nos ensaios com a 
enzima isolada, nitrato inibe a atividade nitrito redutase da XOR de maneira 
competitiva (figura 8). Portanto, possivelmente devido seu efeito na inibição da XOR, 
o nitrato atenua o vasorelaxamento exercido pelo nitrito, como pode ser verificado 
por outros inibidores da XOR, com o Oxipurinol(17). Porém, é possível que o nitrato 
iniba o relaxamento vascular exercido pelo nitrito por outros mecanismos adicionais 
à inibição da XOR, considerando que foi verificado: 1) inibição não-competitiva 
(redução do Emax) na reatividade vascular, diferente da inibição competitiva da XOR 
mostrada no ensaio in vitro (figura 8) e 2) houve inibição do relaxamento vascular 
exercido pelo nitrito em artéria de ratos normotensos (figura P2), o que não ocorreu 
com os inibidores da XOR febuxostate (figura P3) e oxipurinol (17). 
Diversas vias já descritas podem estar envolvidas da atividade vascular e 
ação anti-hipertensiva do nitrito de sódio.  podendo restaurar os níveis teciduais de 
óxido nítrico  e inibir  a atividade NADPH oxidase (17, 21, 25, 29, 30, 36). Neste 
estudo mostramos que nitrato inibe os efeitos anti-hipertensivos e vasorelaxantes do 
nitrito de sódio. Mostramos evidências de que, pelo menos em parte, os efeitos 
sejam devidos à inibição da XOR. Porém verificamos que é possível que o nitrato 
possa inibir os efeitos anti-hipertensivos e vasorelaxantes por mecanismos 
adicionais à inibição da XOR. Portanto é necessário ainda explorar outras vias de 
atuação do nitrito para elucidar os mecanismos completos sua inibição pelo nitrato. 
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CONCLUSÕES 
 
Nitrato atenua o relaxamento vascular exercido pelo nitrito de sódio em 
vasos de ratos hipertensos e normotensos e atenua a queda da pressão arterial 
exercida pelo nitrito em modelos agudo L-NAME e prolongado 2K1C de hipertensão. 
Possivelmente, parte destes efeitos se deve a inibição da XOR, visto que nitrato de 
sódio inibiu a atividade nitrito redutase in vitro desta enzima.  Evidências apontam 
que os efeitos da inibição da XOR pelo nitrato sobre os efeitos cardiovasculares 
exercidos pelo nitrito tem maior influência em ratos hipertensos que possuem a 
atividade da XOR elevada. Contudo, os resultados indicam que o nitrato atenua os 
efeitos exercidos pelo nitrito por mecanismos adicionais a inibição XOR. Dos 
possíveis mecanismos, nossos resultados sugerem que a inibição pelo nitrato não é 
devido a redução dos níveis vasculares de nitrito, nem devido a inibição dos efeitos 
vasculares exercido pelo NO proveniente do nitrito. Somando-se a XOR, outras vias 
estão envolvidas na biologia do nitrito de sódio. Desta forma, para elucidar pelos 
quais mecanismos o nitrato atenua o efeito cardiovascular exercido pelo nitrito, é 
necessário o estudo da participação do nitrato sobre o efeito do nitrito nestas outras 
vias, além daquelas envolvidas na atividade da própria XOR. 
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